





























expressing muscle  fibers.  Since NCAM  expression  is upregulated  in denervated myofibers, we 
searched for additional makers of denervation, including AchRs, MUSK, and HDAC. This last one 
being  also  consistently upregulated  in  cachectic muscles,  correlated with  an  increase  of  central 












the  periphery  of  each myofiber  in  a  non‐random position, which minimizes  transport  distances 




atrophy  is  still  controversial  [3].  In his  seminal work, Spiro noted mispositioned myonuclei  in  a 
patient  with  myotubular  myopathy,  one  of  the  central  nuclear  myopathies  (CNM)  [4].  These 
mispositioned myonuclei are referred to as centrally located/positioned nuclei or as central nuclei [5]. 








of  the  myofiber  [7].  In  adult  life,  similar  nuclear  movements  are  seen  during myofiber  repair, 










and  clinical  feature  of  CC  and,  at  least  in  part,  is  accounted  for  by  impaired  skeletal  muscle 
regeneration [15,16]. Worth noting, chemotherapy, used against cancer, induces cachexia and muscle 
wasting  per  se  [17].  We  and  others  have  shown  that  cachexia  is  characterized  by  increased 
inflammatory markers  in  the  skeletal muscle  and by  satellite  cell  activation  [18,19]. However,  in 
cachexia  satellite cells  fail  to  fuse with muscle  fibers and  their  impairment  contributes  to muscle 
wasting  [20–22].  Recently,  Cui  and  al.  described  abnormalities  in  nuclear  positioning  within 
myofibers  in a non‐human primate  (NHP)  radiation‐induced cachexia model, suggesting  that  the 
muscle was undergoing degeneration–regeneration processes [23]. Another study in cancer patients 
reported  a  myopathy  characterized  by  central  nuclei  [24].  However,  since  cachexia  and  pro‐















Consequently,  if  the  central  nuclear  position were  solely  due  to muscle  fiber  regeneration,  this 
abnormal position in cachectic muscle in the absence of muscle regeneration is a contradiction to the 
current knowledge of muscle physiopathology. 











established model  of  cancer  cachexia was  used,  i.e.  the C26  colon  carcinoma‐bearing mice  [31]. 
Indeed,  tumor‐bearing mice  showed  a marked decrease  in body weight  as  compared  to healthy 
controls (Figure 1Aa); consistent with the expected decrease in muscle mass, the weight of the tibialis 










anterior  (TA)  muscle  (b)  weight  in  control  (Ctrl)  and  in  tumor‐bearing  (C26)  mice,  showing  a 




15 days  (D3  to D15)  following  freeze  injury,  immunostained  for embryonic  (a–e) or neonatal  (f–j) 





























nuclei and a modest but  significant  increase of  central myonuclei  in  the TA of C26‐bearing mice 
(Figure 1D,E). However, none of  these  fibers showing altered nuclear positioning was expressing 
embryonic or neonatal MHC (Figure 1D), suggesting that if they were regenerating fibers they would 
be “older”  than couple of weeks at  the  time of  the analysis  (d19 of  tumor burden), based on our 
positive controls (Figure 1 B,C). Since this possibility looked unlikely (increased muscle damage had 
to be occurring during the first week of tumor burden, when the negative effects of the tumor are not 
occurring, yet), we decided  to  test  the hypothesis  that central nuclei could arise  in  the absence of 
regeneration phenomena. 
2.2. Central Nuclei are Clustered in Association with Neurological Perturbations in Cachexia 
With  the  aim  to  better  characterize  the nature  of  central myonuclei  in  cachexia, we  further 
analyzed murine TA  in  longitudinal sections, which specifically allow  the observation of nuclear 
clusters or clumps (Figure 2A). Preliminarily, we noticed a statistically significant difference in the 
average fiber length that we were able to measure on a single random longitudinal section of muscle 
in  healthy  and  cachectic mice  (274  ±  26  and  193  ±  16 micron  for  healthy  and  cachectic muscle, 
respectively). This observation that cachectic fibers are less straight and parallel than healthy fibers, 
suggests  that cachectic muscle could be more disorganized  than healthy muscle.  In addition, we 






morphological  aspects  suggested  that  the  nuclear  redistribution  may  have  been  the  result  of 
denervation phenomena. 
 








Immunofluorescence  analysis  for  MHC  (red),  laminin  (green)  and  nuclei  (blue)  showing  the 






















With  the  aim  of  confirming  the  occurrence  of morphological  alterations  related  to  nuclear 
mispositioning  in a different muscle type, we extended our analysis to the rectus abdominis (RA) 
muscle of control and cachectic mice (Figure 3A). We quantified the number of muscle fibers with 
central nuclei  in cross  sections of  the RA, and  found a quasi‐significant difference by comparing 
controls and C26 cachectic mice (p = 0.09; Figure 3B). However, we noticed that muscle fibers with 
central nuclei were rare (1–3% of the muscle fibers in cross‐sections) and could not exclude a false 
negative  result.  Indeed,  by  using  a more  global  approach  (i.e. muscle  lysates) we were  able  to 
demonstrate  a  significant  upregulation  of  denervation  markers  in  the  muscle  in  C26  mice  as 
compared to controls (Figure 3C). The expression of several genes—Acetylcholine receptors (AchR), 
N‐Cell  Adhesion  Molecule  (N‐CAM),  Histone  Deacetylase  4  (HDAC4),  and  MUScle  associated 
receptor tyrosine Kinase (MUSK)—is known to increase in denervated fibers. We used the Wilcoxon‐
Mann‐Whitney test to individually assess each gene and we found a statistically significant increase 
of NCAM and HDAC expression  in  the cachectic muscle with  respect  to  the control  (Figure 3C). 
Taken  together  these  findings  show  that  the  increase  in  central myonuclei  in  cachectic muscle  is 























the percentage  of  fibers  showing  central nuclei  in  cross‐sections,  and  compared  control patients 
(healthy  subjects) with  cancer patients displaying weight  loss  (CC,  cachectic  cancer) or  failing  to 










gene  in  the CC as compared  to WSC patients and we  found a  statistically  significant  increase of 
NCAM and HDAC expression in the cachectic muscle with respect to the muscle of weight stable 
patients (Figure 4C). 




























speculated  that  this  is  the  only  site which does  not  interfere with  the  contractile  activity  of  the 
myofibrils packed in the myofiber center. In rodents, myonuclei are regularly spaced longitudinally, 
at a distance of 100–150 microns form each other [34], an observation that led to the general idea of 
myonuclear domain  [35]. This may be  related  to  the  lack of a  long‐distance  transport  system  for 
proteins within  the myofiber, which  is  among  the  largest  cell  types. Each nucleus maintains  the 
control of  a  region of  the muscle  fiber—a  concept  referred  to  as nuclear domain  [36]. Damaged 
myofibers are repaired by the activation of satellite cells, which ultimately fuse with each other and 
with muscle fibers, adding their nuclei to the syncytium at the end of the process [8,9]. The newly 
incorporated nuclei are moved  to  the center of  the myofiber before being moved back  to  the cell 
periphery, rather  than assuming  this position  immediately  [10]. This seems to clash with  the best 




system  involving  all  three  cytoskeletal  components  (microfilament,  intermediate  filaments  and 
microtubules)  and  responsible  for  nuclear  centration,  spreading,  dispersion,  and  clustering  [10]. 









In  pathological  conditions myonuclear  positioning  can  be  deeply  altered,  thus  taking  on  a 
significant value as a morphological marker, testified by the inclusion of nuclear position in clinical 
guidelines for diagnosis [42]. An alteration in myonuclear positioning is a hallmark of some muscle 
diseases  [43]. Moreover,  central nuclei  are present  in  the  acute  condition  represented by muscle 
regeneration  following  injury. Whilst minimal basal muscle damage  and  regeneration  appear  to 
occur continuously in mammals (1% of the myofibers in the Soleus) [44], massive muscle regeneration 
follows the inflammatory phase subsequent to chronic or acute muscle damage [8,22]. This is the only 
case  (sarcoplasm  fragmentation  and  inflammatory  cell  infiltration)  in which  regeneration  occurs 






nuclear  clumps  followed  by  stretches  of  anucleated  (and  amyofibrillar)  sarcoplasm  [30,47,48]. 








or motor neuron death occur  in cachexia. This would be consistent with  the  indirect evidence of 
altered motor nerve conduction velocity  reported  for patients with anorexia nervosa, a condition 
leading to cachexia [50]. In line with a previous study on humans [24], we also observe N‐CAM and 
HDAC upregulation  in atrophying  fibers  in both cachectic patients and  tumor‐bearing mice. This 
strong  indication  of  denervation  is  associated  with  altered  nuclear  positioning,  namely  the 
occurrence of nuclear clumps in tumor‐bearing mice and the significant increase of central nuclei in 
both cachectic patients and mice. To the best of our knowledge, this is the only direct evidence for 
any  nerve  alteration  associated  with  cachexia.  The  number  of  muscle  fibers  affected  by  this 
phenomenon is relatively small in cachectic mice (up to about 3% of fibers with central nuclei, and to 
about 2% of NCAM‐expressing  fibers as compared  to 86% of NCAM‐expressing  fibers  in a  fully 
denervated muscle). This suggests the occurrence of focal denervation phenomena or local alterations 
of the NMJ in a limited number of fibers. Worth noting, the experiments in mice last a few weeks 
only,  while  humans  are  analyzed  several  weeks  following  the  tumor  onset,  and  indeed  the 
phenomenon in humans is one order of magnitude bigger (about 20% of fibers with central nuclei in 
cachectic patients) and, therefore, definitely significant from a pathophysiological point of view. 




these  two  forms  of  muscle  atrophy.  An  alteration  of  muscle  fiber  innervation  contributes  to 
explaining the functional deficit observed in cachectic muscles. It is well known that cachectic mice 
and men have lower muscle performance and a high prevalence of fatigue [53,54]. Similar functional 






previously  reported  subclinical myopathy  in  cancer  patients,  characterized  by  central  nuclei  in 
myofibers  [24]. Since muscle  regeneration  is  strongly  inhibited  in  cachexia  [20,57–59],  the  central 







or repair  following damage  is unlikely; 2)  the kinetics of myofiber regeneration  is not compatible 
with our observations of displaced nuclei  existing  in  the absence of perinatal myosins. Since we 
observed  displaced  nuclei  on  day  19  following  tumor  transplantation  and  in  the  absence  of 
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stained  with  hematoxylin  and  eosin  (H&E)  for  morphometric  analysis  or  processed  for 
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[13]. The  clinical data of  all  these patients  and  the healthy  controls  are  reported  in Table  1. For 
colorectal and gastric cancer patients muscle samples from Rectus Abdominis were obtained during 





  Control  WSC  CC 
Number of patients  3  10  13 
Gender (M / F)  2 / 1  5 / 5  11 / 2 
Age (years)  47.3 ± 8.2  62.3 ± 3.7  63.7 ± 3.7 
Height (m)  1.56 ± 0.03  1.64 ± 0.03  1.67 ± 0.02 
Weight at diagnosis (kg)  68.2 ± 9.1  65.1 ± 4.4  62.1 ± 3.5 
BMI (kg/m2)  27.2 ± 3.9  24.1 ± 1.4  22.1 ± 0.9 





Tumor staging       
I  NA  4  2 
II  NA  3  3 
III  NA  2  2 
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IV  NA  1  6 
Non‐cancer  patients,  used  as  controls,  and  gastro‐intestinal  cancer  patients were  enrolled  at  the 
University of Sao Paulo hospital among patients undergoing abdominal surgery. Legend: BMI: Body 










Total RNAs were extracted  from muscle  tissue by using TRI Reagent  (Sigma, St Louis, MO, 
USA), or TRIzol® (Trizol reagent—Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) for murine or 
human  muscle,  respectively,  and  reverse‐transcribed  with  a  high  capacity  cDNA  reverse 




used  to  select  specific  primers  and  the  housekeeping  gene,  GAPDH,  was  used  to  normalize 

































differences.  Data  were  graphically  depicted  as  bars  showing  the  mean  ±  SEM  (as  well  as 
superimposed dot plots to show the dispersion of the data and the n for each group) or as box‐and‐
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